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در دوره  (hif-1, hif-2) کد کننده فاکتور القایی هایپوکسی هایمطالعه الگوی بیان ژن

 (Huso huso Linnaeus, 1758) تکامل لاروی فیل ماهی
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 مقاله: نوع

 پژوهشی
 چکیده

در دوره تکامل لاروی   hif-2 و hif-1اکتورهای القا کننده هایپوکسیا ف در این تحقیق، بیان ژن کد کننده

های تکاملی ماهی در تمام زماندر شرایط نرمال اکسیژن ارزیابی گشت.  (Huso huso)گونه فیل ماهی 

های هدف با استفاده از ژن از جنین تا ماهی جوان مشاهده شد. بیان ژنhif-2 و hif-1 بلوگا، بیان ژن 

در تمامی دوره  hif-2 و  hif-1های میزان تغییرات سطوح بیان ژن نرمال سازی گشت.  RPL6رفرنس 

در  hif-2 و  hif-1های نتایج نشان داد که بیان نسبی ژن .(P < 0.05)تکاملی از لحاظ آماری معنادار بود 

داری در زمان هچ  دوره تکاملی در مرحله جنینی یا قبل از هچ شدن پایین بوده و پس از آن افزایش معنا

و تکامل ابتدایی لارو نشان دادند، در حالیکه در مراحل تکامل بعدی لاروی و مراحل نهایی لاروی رو به 

های مورد مطالعه با گذشت زمان لاروی به دلیل توسعه و تکامل کاهش گذاشتند. افزایش میزان بیان ژن

طالعه مشخص گردید که دو ژن مذکور عروق خونی و کاهش حجم کیسه زرده افزایش یافت. در این م

 خصوص رگزایی )آنژیوژنزیز( دارند.ه ارتباط تنگاتنگی با توسعه و تکامل لاروی ب
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 مقدمـه

درصد ذخایر جهانی این  91لیون سال پیش تکوین و تکامل یافته و دریای خزر بیش از می 421ماهیان خاویاری در حدود 

ها، تخریب های انسانی )آلودگی(. به دلایل مختلف مانند عوامل فعالیتCoad, 2014ماهیان را در خود جای داده است )

و شکارچیان تخم ماهیان خاویاری مانند اسبله، زیستی مانند سن بلوغ بالا  رویه( و عواملتر از همه صید بیها و مهمزیستگاه

(. Ludwig et al., 2001ساختار ذخایر ماهیان خاویاری در معرض خطر انقراض قرار گرفته است ) ،گاو ماهی و ماهی سیم

( بزرگترین موجود زنده دریای خزر است که علاوه بر اهمیت بالای اکولوژیک و Huso huso Linnaeus, 1758ماهی ) فیل

ورت حفظ این گونه، به لحاظ اقتصادی نیز ضریب رشد بالای آن نسبت به دیگر گونه های ماهیان خاویاری اهمیت این گونه ضر

باشد. ماهیان در مراحل (. یکی از عوامل مهم تکامل دوره لاروی نیاز اکسیژنی ماهیان میCoad, 2014را دو چندان کرده است )

باشند. توانایی احساس و پاسخ های دقیق تکاملی و آنتوژنی میوعی بوده و نیازمند بررسیابتدایی دارای شرایط فیزیولوژیک متن

فاکتورهای القای  .(Mirdar et al., 2012)ها استبه تغییرات غلظت اکسیژن محلول، نیاز اساسی برای بقای همه ارگانیسم

. (Bracken et al., 2003)باشد ها میک در ارگانیسمهای کلیدی در پاسخ به شرایط هایپوکسییم کننده، تنظ(hifs)هایپوکسیا 
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hif-1 ها را تحت شرایط نرمال ها و همه ارگانیسمهایی است که سازگاری و بقای سلولتنظیم کننده کلیدی برای القای ژن

و  αیر واحدهای به شکل هترودایمر وجود دارد و از ز Hif-1. (Ke and Costa, 2006)نماید اکسیژنی تا هایپوکسیک تسهیل می

β  تشکیل شده است(Mirdar et al., 2012)  ژن تحت کنترل  011در پستانداران بیان حداقلhif-1α  گزارش شده است

(Rytkonen et al.,  2007)یند آسیب شناختی در انسان مانند تومور را تحت القای هایپوکسی همچنین چندین فرآ . فاکتورهای

 و hif-1های باشد که ژنوهای بیان ژن در روش مستقل از اکسیژن بیان کننده این موضوع میدهد. مطالعه الگثیر قرار میأت
hif-2 گردند ای در عضلات انسان و موش بیان میطورگستردهه ب(Ke and Costa, 2006) در شرایط نرمال اکسیژنی، بیان .

 hif-1αگیرد. تحت شرایط هایپوکسیا، قرار می زومیوئپروتبه سرعت در مسیر تخریب  صورت غیر فعال بوده وه ب hifپروتئین 

ARNTیابد، سپس به همراه تجمع می در سلول
د. این دایمرها شودایمر می hif-1βشود و با ها به سمت هسته منتقل می 0

HREs)سپس با عوامل مسئول هایپوکسیا 
4
عملکرد شوند و باندهای رونویسی با های هدف باند میدر نواحی تنظیمی ژن (

یک ژن القای هایپوکسی است.  IGFBP-1همچنین . (Bracken et al., 2003)شوند های هدف میهمزمان، منجر به بیان ژن

هایی با استفاده از مدل (in vivo)های انسانی و مطالعات میدانی با استفاده از کشت سلول (in vitro)مطالعات آزمایشگاهی 

تحت شرایط هایپوکسیک افزایش یافته است. در آزمایشی بر  IGFBP-1ه اند که بیان ژن همچون ماهی زبرا و موش بیان کرد

را افزایش داده است   IGFBP-1روی جنین ماهی زبرا به عنوان یک مدل، نشان داده شد که هایپوکسیا به طور مؤثری بیان ژن 

           نقایص تکاملی ماهی سالمون بالتیکاندازد. همچنین طی مطالعه ای بر روی و نرخ رشد و تکامل را به تأخیر می

(Salmo salar) بیان شده است که پروتئین ،hif ژن  تکامل عروقی را در دوره طبیعی مراحل تکاملی با تعدیل کردن بیان

VEGF کند تنظیم می(Vuori et al., 2004; Nikinmaa and Rees, 2005). ایی لای رودخانهدر قزل آ 

(Salvelinus namaycush )افزایش در الگوی بیان پروتئین   ،بعد از هچ شدنhif-1α گونه گزارش شده است. تاکنون هیچ

ماهی صورت نپذیرفته برروی روند بیان ژن کد کننده هایپوکسی در دوره تکاملی لاروی ماهیان ابتدایی مانند فیل ای مطالعه

(، Ton et al., 2003نده تغییراتی در روند آنتوژنی در ماهی باشد )تواند بیان کناز آنجایی که روند بیان ژن هایپوکسی می .است

تواند بازگوی نیازهای اکسیژنی موجود در هر مرحله از تکامل باشد و به بقا و رشد آن لذا بررسی روند نسبی بیان این ژن می

راحل ابتدایی تکاملی فیل ماهی به در م hifsهای کمک کند. از همین رو، مطالعه حاضر با هدف بررسی روند تغییرات بیان ژن

 ترین گونه اقتصادی ماهیان خاویاری در ایران صورت پذیرفت.عنوان اصلی

 هامواد و روش 

های لقاح یافته از مرکز تکثیر و پرورش ماهیان خاویاری شهید مرجانی واقع در آق قلا انجام گرفت. نمونه برداری از تخم 

ها، لاروها تا زمان جذب درجه سلسیوس(. پس از هچ تخم01لقاح هچ شدند )دمای آب های فیل ماهی هفت روز پس از  تخم

ی از جنس فایبرگلاس نگهداری شدند، سپس تا زمان آماده شدن جهت رهاسازی به یهازرده و شروع تغذیه خارجی در تانک

های مورد  ز هچ شروع نمودند. نمونهدهم پس ااستخرهای خاکی منتقل شدند. لاروهای فیل ماهی تغذیه خارجی خود را در روز 

مرحله زمانی به صورت چهار روز قبل از هچ، دو روز قبل از هچ )تخم چشم زده(، یک روز قبل از هچ، لارو تازه  04آزمایش در 

 0319 -0391 روز پس از هچ در فاصله زمانی اسفند تا اردیبهشت 21و  42، 41، 02، 01، 6، 3، 0هچ شده )صفر( و لارو 

( منجمد شدند -096با استفاده از ازت مایع )کشته و بلافاصله  MS-222ع آوری شدند. تمام نمونه های ماهی با غلظت زیاد جم

 نگهداری شدند. RNAتا زمان استخراج  -11و در فریزر 

  cDNAو ساخت  RNAاستخراج 

طور کامل توضیح داده شده است  در منابع مختلف به  cDNAو سنتز  RNA، کنترل کیفیت و کمیت RNAروش استخراج  

(Akbarzadeh et al, 2011)استخراج  ها در بافرطور مختصر؛ تمامی لاروها و تخم . بهTri Reagent  قرار داده شدند و با استفاده

کل از شش نمونه بیولوژیک برای هر مرحله از دوره تکاملی  RNAطور کامل هضم شدند. ه از دستگاه هموژنایزر کیاژن ب

                                                           
1. aryl hydrocarbon nuclear  trans locator 
2. hypoxia response elements 
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بر اساس   Nucleospin (Macherey- Nagel, Germany)در ابتدا با استفاده از کیت استخراج شده RNA راج گشت.استخ

-ND درصد و دستگاه نانودراپ  0دستورالعمل پاکسازی شده، سپس از لحاظ کیفی و کمی با استفاده از ژل آگاروز 

1000(Thermo Scientific)  ارزیابی شدند. به منظور ساختcDNA ابتداRNA  ها تحت تیمار DNase I (Invitrogen, CA, 

USA) قرار داده شدند. پس از ارزیابی و تیمارDNase I  یک میکروگرم ازRNA   با استفاده از کیت DyNamo
TM 

(Finnzyme, 

Espoo, Finland)  برای ساخت اولین رشتهcDNA .به کار برده شد 

 طراحی پرایمر

های موجود در بانک ژنی ت شده توالیبر اساس نواحی حفاظhif-1 و  hif-2های ژن qPCRجام پرایمرهای مورد نیاز برای ان 

صورت گرفت. چندین پرایمر برای هر ژن طراحی و بهترین پرایمر بر اساس میزان بازدهی جهت مطالعه بیان ژن انتخاب شد 

 0یمرهای مورد بررسی با استفاده از ژل آگاروز (. سایز محصول حاصل از پرایمرها و میزان اختصاصی عمل نمودن پرا0)جدول 

( برای ژن رفرنس در این 4104و همکاران )  Kolangiها تأیید شد. پرایمرهای مورد استفاده در مطالعه درصد و توالی یابی ژن

 استفاده قرار گرفت.  تحقیق نیز مورد

qPCR   پرایمرهای استفاده شده در انجام .0جدول 

 طول باند (oc)  ای اتصالدم توالی نام پرایمر

hif-2  For GAAGGTCCTGCACTGCACT 20 011 

hif-2  Rev CTTGGTGCACAAGTTCTGGT 20  

hif-1  For ACAGAGCTGATGGGATACCAG 20 401 

hif-1   Rev CCTGTGATGGCTTGTCCTTT 21  

RPL6   For GTGGTCAAACTCCGCAAGA 21 421 

RPL6   Rev GCCAGTAAGGAGGATGAGGA 20  

 

Real-time PCR (qRT- PCR) 

با استفاده از کیت  HT Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems) 7900با استفاده از دستگاه  qPCRواکنش  

درجه  92 دقیقه در دمای 01 به مدتواسرشتی اولیه شامل  و بر اساس دستورالعمل استاندارد (Fermentase)گرین  سایبر

و ثانیه  41درجه سانتیگراد به مدت  62کاهش دما به  سپس. انجام شده استثانیه  31در این دما در چرخه 21سانتیگراد و با 

شد. و در نهایت برای بسط نهایی به مدت هفت دقیقه در این دما قرار داده درجه سانتیگراد  02ثانیه در دمای 21 بعد از آن

شود که نشان دهنده توسط دستگاه نشان داده می Ctژن تحت عنوان ها در سه تکرار انجام پذیرفت. سطوح بیان همه واکنش

های مختلف نماید. منحنی استاندارد بر اساس رقتهای ژنی را شناسایی میهایی است که سیگنال فلورسنت نسخهتعداد چرخه

 cDNA ( ترسیم گشت. راندمان 4111به 0تا  01به  0های )رقتPCR محاسبه شد زیر با استفاده از فرمول 

((Radonic et al., 2004. 
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2با استفاده از روش  hif-2و   hif-1هایتغییرات نسبی بیان ژن 
–ΔΔCt که در آن  محاسبه گشت∆∆Ct  برابر است با∆Ct  ژن

Ct∆ کالیبراتور Ct∆هدف منهای 
Target gene 

– ∆Ct
 calibrator

] [∆∆Ct = ،∆Ct  ژن هدف برابر است با مقدار Ct
 

Ct ژن هدف منهای 
 

 Ct ژن رفرنس
refrence gene

] -Ct
 target gene 

 =[∆Ct 
Target gene

 ∆Ctژن هدف هر نمونه منهای  ∆Ctاست با  کالیبراتور برابر ∆Ct و 

را دارد به عنوان  Ctهای مورد مطالعه مرحله ای که کمترین در بین زمان Livak and Schmittgen, 2001).) نمونه کنترل

بین مراحل  hif-2و  hif-1نرمال سازی سطح بیان ور به منظور ارزیابی نسبی بیان ژن هدف مورد استفاده قرار گرفت. کالیبرات

های چند   انجام شد و در ادامه برای تحلیل (ANOVA)مختلف تکاملی فیل ماهی با استفاده از آنالیز تجزیه واریانس یک طرفه 

 (P<0/05).% معنا دار بود 2اختلاف مشاهده شده به لحاظ آماری در سطح استفاده گشت.  Tukeyای از آزمون مقایسه

 نتایـج

گرفتند به همین جهت با استفاده از یک مورد ارزیابی قرار RPL6و ژن رفرنس  hif-2و   hif-1در ابتدا پرایمرهای ژن های هدف 

PCR  نرمال تست شدند و محصولPCR ج نشان داد که پرایمرها به جایگاه صحیح بر روی ژل آگاروز یک درصد رویت شد. نتای

گرفتند و نتایج شیب خط ( نیز پرایمرها مورد ارزیابی قرارEfficiencyهمچنین از لحاظ عملکرد ) (.0اند )شکلژن متصل شده

 (.A, B, C، 4بود )شکل  91،99،90به تر تیب   RPL6و ژن رفرنس hif-2 ،hif-1 نشان داد که درصد کارایی برای پرایمرهای 

)شکل  ماهی مورد بررسی قرار گرفتدر تمام مراحل تکاملی )جنین تا ماهی جوان( فیلhif-2  و های هایپوکسیبیان نسبی ژن

3 ،A  وBهای مذکور با استفاده از ژن رفرنس(. بیان ژنRPL6  نرمال گردید، نتایج نرمال شده، وجود اختلاف آماری در بیان

 hif-2( و A3)شکل   hif-1تکاملی نشان داد. پس از هچ شدن لاروها، در سطح بیان دو ژن های مذکور را در مراحل مختلفژن

( افزایش نسبی مشاهده گردید که این افزایش تا مراحل انتهایی لاروی ادامه داشت. از لحاظ آماری میزان بیان ژن B3)شکل 

روز پس از هچ شدن  01از مرحله  hif-1بیان ژن  . سطح(p<0.05 داری بودند )در مراحل مختلف تکاملی دارای اختلاف معنی

بیست روز پس از هچ شدن )همزمان به تغذیه خارجی( به  hif-2ثابت باقی ماند و این در حالی بود که سطح بیان ژن  نسبتاً

 داری کاهش یافت.طور معنی

 

 

 های هدف و رفرنس را نشان می دهد.. اختصاصی بودن و اتصال صحیح ژن0شکل 
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 cDNA بر پایه مقادیر مشخصی از RPL6(C) و ژن رفرنس hif-1 (A ،)hif-2(B) های هدفگرهای ژنهای استاندارد برای جفت آغاز. منحنی4شکل 

های رقت نمایش داده شده است. منحنی استاندراد بر اساس رگرسیون بین لگاریتم( R2)در رقت های مختلف لگاریتمی، معادله خط و ضریب همبستگی

 رسم شده است.( y به دست آمده برای هر رقت )محور Ct و( X مورد استفاده )محور
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روز  2d- :2 در طی مراحل آغازی تکاملی فیل ماهی. RPL6 با استفاده ازhif-2 (B ) وhif-1 (A ) نرمال شده از mRNA نسبت بیان سطوح .3 شکل

؛ 6d :dph6؛ 3d :dph3(؛ dph0) روز بعد از هچ 0d :0 تخم تازه هچ شده )روز صفرم(؛: d0 روز قبل از هچ؛ 0d- :0 از هچ؛ روز قبل 4d- :4 قبل از هچ؛

01d :dph01 02؛d :dph02 41؛d :dph41 42؛d :dph42 21؛d :dph21.  داده ها نشانگر میانگین± ( انحراف استاندارد هستندn=6.)  

و آزمون چند مقایسه ای توکی تحلیل  ANOVAهای تفکیکی نرمال شده بین دو گروه با استفاده از  اختلاف معنی دار آماری بین داده

 باشد.% می2شدند. حروف متفاوت در هر نمودار نشان دهنده اختلاف معنادار در سطح 

 بحث

شد. نتایج این مطالعه اولین در دوره تکاملی فیل ماهی یافت  hif-2و  hif-1 هایدر این مطالعه، رابطه مستقیمی بین بیان ژن 

های باشد. سطح بیان ژندر دوره تکامل لاروی ماهی در شرایط نرمال اکسیژنی می hif-2و  hif-1 هایگزارش در مورد بیان ژن
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طور معنی داری پس از هچ افزایش یافته و تا مراحل نهایی دوره لاروی و مرحله جوانی این افزایش در سطح ه مورد مطالعه ب

های هایپوکسی در طول مدت زمان تکامل لاروی و به خصوص در زمان جذب زرده بیانگر باقی ماند. افزایش بیان ژن ثابتی

باشد. مطالعات متعددی رابطه بین بیان ژن ها، افزایش عروق و رگزایی )آنژیوژنزیز( میارتباط مستقیم این عوامل با توسعه اندام

ارتباط  .(Blancher et al., 2000; Bonventre et al., 2011) دهده لاروی را نشان میهایپوکسی و تکامل عروق و بقاء در دور

های متعددی مورد ارزیابی خوبی در گزارشه نقش تکامل و توسعه عروق را بر عهده دارد ب که VEGFهای هایپوکسی با ژن ژن

 ;Levy et al., 1995; Forsythe et al., 1996; Miquerol et al., 2000; Holmes and Zachary, 2005) قرار گرفته است

Kallergi et al., 2009.) بررسی بیان ژن هایپوکسیhif-1 و  در جنین پستاندارن نقش کلیدی این ژن در توسعه عروق، آنژیوژنز

عادی غیردچار مشکل بود، توسعه  hif-1. در پستاندارن زمانی که ژن (Vuori et al., 2004)توسعه سیستم عصبی را نشان داد 

در ماهی سالمون  hif-1مطالعه بیان ژن  .(Carmeliet et al., 1996; Ryan et al., 1998)عروق خونی در جنین مشاهده شد 

ثیر بر أ. ژن هایپوکسی با ت(Vouri et al., 2009)افزایش در بیان ژن مذکور پس از هچ و همزمان با جذب زرده را نشان داد 

ثیر أتواند بر تکامل و توسعه عروق در مراحل ابتدایی لاروی تشکل گیری عروق دارد، می که نقش کلیدی در VEGFروی ژن 

 .(Breier, 2000)گذار باشد 

های را در زمان هچ و تکامل لاروی فیل ماهی نشان داد. پروتئین hif-2و   hif-1هاینتایج این مطالعه به خوبی افزایش بیان ژن 

گردند. ثیر غلظت اکسیژن سلولی تنظیم میأباشند که تحت تتنگاتنگی با یکدیگر می کد شده توسط این دو ژن در ارتباط

 ,Blancher et al., 2000; Losso and Bawadi)باشد های هدف میهمچنین شرایط هایپوکسی فاکتور فعال کننده برای ژن

ند و در شرایط نرمال اکسیژنی به باشهای هایپوکسی به شدت وابسته به وجود اکسیژن میمشخص شده است که ژن (.2005

در شرایط نرمال  hifsهای . شایان ذکر است که چندین گزارش از بیان ژن(Bracken et al., 2003)گردند سرعت غیر فعال می

باشد فراتر از تنها یک پاسخ در شرایط هایپوکسی می،  hifsهای متنوع اکسیژنی )نورموکسیک( وجود دارد که خود مؤید نقش

(Kajimura et al., 2006)برای طی شدن دوره جنینی به صورت نرمال وجود عوامل هایپوکسی .hif-1 وhif-2   به دلیل اینکه

های . افزایش بیان ژن(Losso and Bawadi, 2005)باشد نقش مرکزی را برای هموستازی اکسیژن بر عهده دارند، ضروری می

ها در این مرحله از تکامل در شرایط نرمال اکسیژنی بیانگر نقش کلیدی این ژنهایپوکسی به ویژه در زمان هچ لارو فیل ماهی 

 باشد.می لارو فیل ماهی

های هایپوکسی با توسعه تکامل لاروی فیل ماهی مورد ارزیابی قرار گرفته است. در این تحقیق برای اولین بار ارتباط بین ژن

شروع افزایش بوده  ،در طول تکامل لاروی را نشان داد که در مرحله تفریخهای هایپوکسی های این تحقیق افزایش بیان ژنداده

های مورد و این شروع تا مراحل انتهایی لاروی ادامه داشته و سپس در سطحی ثابت باقی مانده بود. علت افزایش بیان ژن

 باشد.ز میها در تکامل عروق و آنژیوژنمطالعه در زمان هچ و جذب زرده به خاطر نقش کلیدی این ژن
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